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Transcrits du gene du complexe majeur d'histocompatibilite (CMH) de classe I HLA-G, presents dans 
les trophoblastes foetaux et/ou dans les cellules mononucleees circulantes de I'adulte ainsi que leurs 
applications. Soit lesdits transcrits ne comprennent pas I'exon 4 et comprennent successivement de 5' 
en 3' : un fragment codant pour le peptide signal (exon 1), un fragment codant pour le domaine <*1 
(exon 2), un fragment codant pour le domaine «2 (exon 3), un fragment codant pour le domaine 
transmembranaire TM (exon 5), un fragment codant pour le domaine cytoplasmique (exon 6) et le 
fragment 3' non traduit (exon 8), laquelle sequence est denommee HLA-G4 ; soit lesdits transcrits 
comprennent un intron 4. 
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La presente invention est relative a des transcrits du gene du complexe majeur d'histocompatibilite (CMH) 
de classe I HLA-G, presents dans les trophoblastes foetaux et/ou dans les cellules mononucleees circulantes 
de I'adulte ainsi qu'a leurs applications. 

Les antigenes du complexe majeur d'histocompatibilite (CMH), se divisent en plusieurs classes, les anti- 

5 genes de classe I (HLA-A, HLA-B et HLA-C) qui presentent 3 domaines globulaires (a1 , a2 et a3), et dont le 
domaine a3 est associe a la p2 microglobuline, les antigenes de classe II ((HLA-DP, HLA-DQ et HLA-DR) et 
les antigenes de classe III (complement). 

Les antigenes de classe I comprennent, outre les antigenes precites, d'autres antigenes, dits antigenes 
de classe I non classiques, et notamment les antigenes HLA-E, HLA-F et HLA-G ; ce dernier, en particulier, 

w est exprime par les trophoblastes extravilieux du placenta humain normal. 

La sequence du gene HLA-G (gene HLA-6.0) a ete decrite par GERAGHTY et al., (Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 1987, 84, 9145-9149) : il comprend 4396 paires de bases et presente une organisation intron/exon ho- 
mologue a celle des genes HLA-A, -B et -C. De maniere plus precise, ce gene comprend 8 exons et une ex- 
tremite non traduite 3'UT f correspondant respectivement : exon 1 : sequence signal, exon 2 : domaine a1 ( exon 

15 3 : domaine a2, exon 4 : domaine a3, exon 5 : region transmembranaire, exon 6 : domaine cytoplasmique I, 
exon 7 : domaine cytoplasmique II, exon 8 : domaine cytoplasmique HI et region 3' non traduite (GERAGHTY 
et al., precite, ELLIS et al. f J. Immunol., 1 990, 144, 731-735). Toutefois le gene HLA-G differe des autres genes 
de classe I, en ce que le codon de terminaison de traduction, en phase, est localise au niveau du deuxieme 
codon de I'exon 6 ; en consequence, la region cytoplasmique de la proteine codee par ce gene HLA-6.0 est 

20 considerablement plus courte que celle des regions cytoplasmiques des proteines HLA-A, -B et -C. 

Contrairement aux autres antigenes de classe I, cet antigene HLA-G (clones G 6.0 et BeWO.G7) ne serait 
pas polymorphique et ne serait pas exprime dans d'autres types cellulaires que les trophoblastes (ELLIS et 
al., J. Immunol., 1990, precite). 

D'autres clones HLA-G ont ete isoles (TAMAKI et al., Microbiol. Immunol., 1993, 37, 8, 633-640) ; en par- 

25 ticulier, le clone HLA-G, denomme 7.0E, a ete isole d'un placenta japonais et sa sequence en aminoacide s'est 
revelee identique a celle des clones precites G6.0 et BeWO.G7. Les Auteurs de cet article montrent, en outre, 
qu'il peut exister une certaine heterogeneite dans les genes HLA-G. 

Ces antigenes HLA-G sont essentiellement exprimes paries cellules cytotrophoblastiques du placenta ; 
toutefois, I'ARNm HLA-G a ete retrouve dans les tissus de I'oeil et dans le foie foetal (ISHITANI et al., Proc. 

30 Natl. Acad. Sci. USA, 1992, 89, 3947-3951 ; dont la numerotation correspond a celle de la sequence HLA6.0 
telle que decrite dans SHUKLAet al., Nucleic Acids Research, 1990, 18, 8, 2189). 

Les antigenes HLA-G exprimes par les cytotrophoblastes sont consideres comme jouant un role dans la 
protection du placenta (absence de rejet). En outre, dans la mesure ou ('antigene HLA-G est monomorphique, 
il peut egalement etre implique dans la croissance ou la fonction des cellules placentaires (KOVATS et al., 

35 Science, 1990, 248, 220-223). 

D'autres recherches concernant cet antigene non classique de classe I (ISHITANI et aL, Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 1992, 89, 3947-3951) ont montre que le transcrit primaire du gene HLA-G peut etre episse de plu- 
sieurs manieres et produit au moins 3 ARNm matures distincts : le transcrit primaire d'HLA-G fournit une copie 
complete (G1) de 1 200 bp, un fragment de 900 bp (G2) et un fragment de 600 bp (G3). 

40 Le transcrit G1 ne comprend pas I'exon 7 et correspond a la sequence decrite par ELLIS et al. (precite), 

c'est-a-dire qu'il code pour une proteine qui comprend une sequence leader, trots domaines externes, une re- 
gion transmembranaire et une sequence cytoplasmique. L'ARNm G2 ne comprend pas I'exon 3, c'est-a-dire 
qu'il code pour une proteine dans laquelle les domaines a1 et a3 sont directement joints ; I'ARNm G3 ne 
contient ni I'exon 3, ni I'exon 4, c'est-a-dire qu'il code pour une proteine dans laquelle le domaine ct1 et la se- 

45 quence transmembranaire sont directement joints. 

Lepissage qui prevaut pour I'obtention de I'antigene HLA-G2 entraTne la jonction d'une adenine (A) (pro- 
venant du domaine codant pour a1 ) avec une sequence AC (issue du domaine codant pour a3), ce qui entrame 
la creation d'un codon AAC (asparagine) a la place du codon GAC (acide aspartique), rencontre au debut de 
la sequence codant pour le domaine a3 dans HLA-G1. 

so L'epissage genere pour I'obtention de HLA-G3 n'entrame pas la formation d'un nouveau codon dans la 

zone d'epissage. 

Les Auteurs de cet article ont egalement analys s les differentes proteines exprimees : les 3 ARNm sont 
traduits en proteine dans la lignee cellulaire .221 -G. 

Les Auteurs de cet article concluent a un role fondamental de I'HLA-G dans la protection du placenta vis- 
55 &-vis d'une reponse immune maternelle (induction d'une tolerance immune). Toutefois, il est precise que le 
role de la proteine G3, qui ne contient pas I domaine <x3 n'est pas etabli. 

La complexity du CMH et le role de I'antigene HLA-G dans les mecanismes de tolerance ont conduit les 
Inventeurs a rechercher au moins un transcrit HLA-G, qui pourrait a la fois : 
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- aisement etre mis en evidence dans le sang peripherique, 

- serait apte a exprimer, dans des conditions appropriees, une proteine convenable, de preference solu- 
ble , en tant qu'agent de tolerance, 

- permettrait de selectionner des cellules souches immatures aptes a etre utilisees dans des greffes de 
5 moelle osseuse, 

- et permettrait egalement de mettre en evidence dans le sang maternel, des cellules foetales dans les- 
queiles ce gene s'exprime. 

En consequence, la presente invention s'est donne pour but de pourvoir a des sequences issues d'un 
ARNm du gene HLA-G, aptes a resoudre I'ensemble des problemes exposes ci-dessus. 
10 De telles sequences trouvent application notamment : 

- dans la separation, dans un echantillon de sang maternel, des cellules foetales, 

- dans un procede d'enrichissement en cellules souches immatures, aptes a etre utilisees dans les greffes 
de la moelle et 

- dans la separation specifique des cellules mononucleees circulantes 
15 - et dans la preparation d'un medicament immunomodulateur. 

La presente invention a pour objet une sequence d'ADNc, issue d'un ARNm du gene HLA-G humain du 
complexe majeur d'histocompatibilite (CMH), caracterisee en ce qu'elle comprend successivement de 5' en 

3' : 

- un fragment codant pour le peptide signal (exon 1), 
20 - un fragment codant pour le domaine a1 (exon 2), 

- un fragment codant pour le domaine a2 (exon 3), 

- un fragment codant pour le domaine transmembranaire TM (exon 5), 

- un fragment codant pour le domaine cytoplasmique (exon 6) et 

- le fragment 3' non traduit (exon 8), laquelle sequence est denommee HLA-G 3-5 ou selon les conven- 
25 tions actuellement en vigueur HLA-G4. 

Une telle sequence a la particularity de ne pas inclure I'exon 4 et de presenter I'ensemble des proprietes 
enumerees ci-dessus, et d'etre notamment detectable dans les cellules mononucleees circulantes de Tadulte. 

On entend par sequences mononucleees, toutes les cellules mononucleees du sang peripherique, a I'ex- 
ception des cellules tueuses (cellules NK et autres LGL (large granular lymphocytes)), 
30 Selon un mode de realisation avantageux de I'invention, ladite sequence comprend successivement de 

5' en 3' : 

- le fragment codant pour le domaine <x2 (exon 3), 

- le fragment codant pour le domaine transmembranaire TM (exon 5), 

- le fragment codant pour le domaine cytoplasmique (exon 6) et 
35 - le fragment 3' non traduit (exon 8). 

Conformement a I'invention, une telle sequence qui code pour une proteine dans laquelle le domaine a2 
et la sequence transmembranaire HLA-G sont directement joints, presente la SEQ ID NO: 1 suivante : 

CC AAT GTG GCT GAA CAA AGG AGA GCC TAC CTG GAG GGC ACG TGC 

40 

GTG GAG TGG CTC CAC AGA TAC CTG GAG AAC GGG AAG GAG ATG CTG 
CAG CGC GCG G 3 / 5 AG CAG TCT TCC CTG CCC ACC ATC CCC ATC ATG 
GGT ATC GTT GCT GGC CTG GTT GTC CTT GCA GCT GTA GTC ACT GGA 

*» GCT GCG GTC GCT GCT GTG CTG TGG AGXj AAG AAG AGC TCA G 5 / 6 AT 
TGA AAA GGA GGG AGC TAC TCT CAG GCT GCA Ag/^TG TGAg/ 
AACAGCTGCCCTGTGTGGGACTGAGTGGCAAGTCCCTTTGTGACTTCAAGA 

50 ACCCTGACTTCTCTTTX 2 TGCAGAGACCAGCCCACCCCTGTGCCCACCATGA 
CCCTCTTX3CTCATGCTGAACTGCATTCCTTCCCCAATCACCTTTCCTGTTCC 
AGAAAAGGGGCTGGGATGTCTCCGTCTCTGTCTCA 

55 dans laquelle 

X 1 repres nte G ou A, 
X 2 represente C ou G, 
X 3 represente T ou C, 
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et comprend 0,43 kb. 

De maniere inattendue, un tel transcrit est detecte aussi bien dans les trophoblastes (premier trimestre 
de gestation) que dans les cellules mononucleees circulantes chez I'adulte. 

La presente invention a egalement pour objet un produit de transcription du gene HLA-G humain du CMH, 
5 caracterise en ce qu'il inclut, a partir de Textremite 5' : 

- un fragment codant pour le peptide signal (exon 1), 

- un fragment codant pour le domaine a1 (exon 2), 

- un fragment codant pour le domaine c*2 (exon 3), 

- un fragment codant pour le domaine transmembranaire TM (exon 5), et 

10 - un fragment codant pour le domaine cytoplasmique (exon 6) de HLA-G et en ce qu'il comprend 0,43 kb. 

La presente invention a egalement pour objet des fragments oligonucleotidiques de la sequence, ne 
comprenant pas I'exon 4, conforme a I'invention ; parmi ces fragments, dont la numerotation correspond a celle 
de la sequence HLA 6.0, telle que decrite dans SHUKLA et al. precite, on peut citer : 



- GGA AGA GGA GAC ACCG GAA CA (SEQ ID NO: 2), 

denomme G.257 (+), situe au niveau de I'exon 2 et correspondant au fragment 257-276 de ladite sequence 
d'ADNc ; 

- CCA ATG TGG CTG AAC AAA GG (SEQ ID NO: 3), 

denomme G.526 (+), situe au niveau de I'exon 3 et correspondant au fragment 526-545 de ladite sequence 
d'ADNc ; 

- CCC CTT TTC TGG AAC AGG AA (SEQ ID NO: 4), 

denomme G. 1200 (-) et correspondant au fragment 1200-1219 de ladite sequence d'ADNc ; 

- TGA GAC AGA GAC GGA GAC AT (SEQ ID NO: 5), 

denomme G.1225 (-) et correspondant au fragment 1225-1244 de ladite sequence d'ADNc ; 

- CAG CGC GCG GAG CAG TCT TC (SEQ ID NO: 6), 



35 denomme G.3.5 (+) et correspondant a la jonction exon 3-exon 5 de ladite sequence d'ADNc. 

La presente invention a egalement pour objet des sondes nucleotidiques, caracterisees en ce qu'elles sont 
constitutes par une sequence nucleotidique telle que definie ci-dessus ou un fragment de celle-ci, marquee 
a ('aide d'un marqueur tel qu'un isotope radioactif, une enzyme appropriee ou un fluorochrome. 

Selon un mode de realisation avantageux de ladite sonde, elle presente la sequence ID NO: 6 ci-dessus, 
40 specif ique du transcrit, sans exon 4, conforme a ('invention. 

Selon un autre mode de realisation avantageux de ladite sonde, elle presente la sequence ID NO: 4 ci- 
dessus ; une telle sonde est apte a detecter tous les produits de transcription du gene HLA-G humain du CMH. 

La presente invention a egalement pour objet des amorces, aptes a etre utilisees pour amplifier une se- 
quence nucleotidique conforme a ('invention, telle que definie ci-dessus (sequence sans exon 4) . 
45 Selon un mode de realisation avantageux desdites amorces, une paire d'amorces preferee comprend : 

(1) GGA AGA GGA GAC ACCG GAA (SEQ ID NO: 2) 

(2) TGA GAC AGA GAC GGA GAC AT (SEQ ID NO: 5). 

50 

Selon un autre mode de realisation avantageux desdites amorces, une autre paire d'amorces preferee 
comprend : 

(3) CCA ATG TGG CTG AAC AAA GG (SEQ ED NO: 3) 
55 (4) TGA GAC AGA GAC GGA GAC AT (SEQ ID NO: 5) 



Egalement de maniere inattendue, les Inventeurs ont trouve que d'autres transcrits peuvent etre detectes 
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dans les cellules mononucleees circulantes I'adulte. 
Parmi ces transcrits, on peut citer : 

a) le transcrit denomme HLA-G5, comprenant successivement de 5' en 3' : 

- un fragment codant pour le peptide signal (exon 1), 
5 - un fragment codant pour le domaine a1 (exon 2), 

- un fragment codant pour le domaine a2 (exon 3), 

- un fragment codant pour le domaine a3 (exon 4), 

- I'intron 4, 

- un fragment codant pour le domaine transmembranaire TM (exon 5), 
10 - un fragment codant pour le domaine cytoplasmique (exon 6) et 

- le fragment 3' non traduit (exon 8). 

La presence de I'intron 4, entre les exons 4 et 5, provoque une modification du cadre de lecture, lors 
de la traduction de ce transcrit et en particulier I'apparition d'un codon stop, apres i'acide amine 21 de 
I'intron 4 ; de ce fait, la proteine codee par ce transcrit, ne presente pas de domaine transmembranaire 
15 code par I'exon 5, ni de domaine cytoplasmique, code par I'exon 6 et fournit done une proteine soluble, 

facile a obtenir a partir des cellules mononucleees circulantes et ayant des proprietes d'immunomodulation 
interessantes, 

Ce transcrit vient egaiement d'etre detecte dans les trophoblastes (J. Immunol, p. 5516-5524, 1994) ; 
cependant, Texpression de ce transcrit par les cellules mononucleees fournit, de maniere inattendue, un 
20 outil d'etude, d'analyse et d'action sur rimmunomodulation. 

b) le transcrit, denomme HLA-G6, possedant I'intron 4, mais ayant perdu I'exon 3. 

c) des transcrits, tels que def inis ci-dessus, en a) ou en b), sans exon 6 et/ou sans exon 8. 

En consequence, la presente invention a egaiement pour objet un procede d'obtention de proteines solu- 
bles immunomodulatrices, caracterise, en ce qu'il comprend la construction d'un vecteur d'expression dans 
25 lequel est inseree une sequence avec intron 4, issue de cellules mononucleees circulantes d'adultes, telle que 
def inie ci-dessus et Texpression desdites proteines solubles. 

Les vecteurs d'expression de la famille pBJ peuvent etre utilises. [B. DEVAUX et al., Generation of mo- 
noclonal antibodies against soluble human T cell receptor polypeptides, Eur. J. Immunol., 1991, 21, 2111-2119 ; 
V. LITWIN et al., Receptor Properties of two Varicella-Zoster Virus glycoproteins, gpl and gpIV, Homologous 
30 to Herpes Simplex Virus gE and gl, J. Virol., 1 992, 66 , 3643-3651 ; A.Y. LIN, Expression of T Cell Antigen re- 
ceptor Heterodimers in a Lipid-Linked form, Science, 1990, 249, 677-679]. 

La presente invention a egaiement pour objet des peptides ou fragments peptidiques, caracterises en ce 
qu'ils sont codes par au moins un fragment tel que def ini ci-dessus ou une portion de fragment ou une combi- 
naison de plusieurs fragments tels que definis ci-dessus, 
35 Selon un mode de realisation avantageux de I'invention, ledit peptide est code par un fragment du transcrit 

HLA-G4 et repond a la SEQ ID NO: 7 ci-apres : 

Asn-Val-Ala-Glu-Gln-^ 
40 Arg-Tyr-Leu-Glu-Asn-Gly-L^ 
Thr-Ile-Pro-Ile-Met-Gl^ 

Ala-AJa-Val-Ala-Ala-Val-Leu-Trp-Arg-Lys-Lys-Ser-Ser-Asp. 

45 Selon un autre mode de realisation avantageux de I'invention, ledit peptide est code par un fragment du 

transcrit HLA-G5 et repond a la SEQ ID NO: 8 : 



50 
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Asn Val Ala Glu Gin Arg Arg Ala Tyr Leu Glu Gly Thr Cys Vai Glu Trp Leu His Arg 
Tyr Leu Glu Asn Gly Lys Glu Met Leu Gin Arg Ala Asp Pro Pro Lys Thr His Val Thr 
His His Pro Val Phe Asp Tyr Glu Ala Thr Leu Arg Cys Trp Ala Leu Gly Phe Tyr Pro 
Ala Glu He He Leu Thr Trp Gin Arg Asp Gly Glu Asp Gin Thr Gin Asp Val Glu Leu 
Val Glu Thr Arg Pro Ala Gly Asp Gly Thr Phe Gin Lys Trp Ala Ala Val Val Val Pro 
Ser Gly Glu Glu Gin Arg Tyr Thr Cys His Val Gin His Glu Gly Leu Pro Glu Pro Leu 
10 Met Leu Arg Trp Ser Lys Glu Gly Asp Gly Gly He Met Ser Val Arg Glu Ser Arg Ser 
Leu Ser Glu Asp Leu. 

Selon un mode de realisation avantageux de ('invention, ledit peptide est code par un fragment du transcrit 
15 HLA-G6 et repond a la SEQ ID NO: 9 : 

Gin Ser Glu Ala Asn Pro Pro Lys Thr His Val Thr His His Pro Val Phe Asp Tyr Glu 
Ala Thr Leu Arg Cys Trp Ala Leu Gly Phe Tyr Pro Ala Glu He He Leu Thr Trp Gin 

20 

Arg Asp Gly Glu Asp Gin Thr Gin Asp Val Glu Leu Val Glu Thr Arg Pro Ala Gly Asp 
Gly Thr Phe Gin Lys Trp Ala Ala Val Val Val Pro Ser Gly Glu Glu Gin Arg Tyr Thr 
25 Cys His Val Gin His Glu Giy Leu Pro Glu Pro Leu Met Leu Arg Trp Ser Lys Glu gly 
Asp Gly Gly He Met Ser Val Arg Glu Ser Arg Ser Leu Ser Glu Asp Leu. 

Selon un autre mode de realisation avantageux des peptides conformes a I'invention, ils peuvent etre ob- 
30 tenus par synthese. 

Conformement a I'invention, de tels peptides trouvent application en tant que medicaments, notamment 
dans des compositions immunomodulatrices. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de selection et d'enrichissement en cellules he- 
matopoTetiques indifferenciees (cellules sanguines immatures ou cellules souches), caracterise en ce qu'il 
35 comprend : 

(a) le prelevement d'un echantillon selectionne, selon le cas, parmi le sang peripherique, le sang de cordon 
ombilical ou la moelle osseuse, 

(b) le mise en contact dudit echantillon avec des anticorps anti-CD34, (DYNABEADS ; DYNAL/BIOSYS, 
Compiegne, France) 

40 (c) la separation des complexes cellules contenant un antigene CD34-anticorps anti-CD34 formes, 

(d) la realisation d'une RT-PCR in situ sur les cellules obtenues a I'etape (c) en presence d'une paire 
d'amorces marquees a I'aide d'un fluorochrome, conforme a Tinvention, 

(e) la separation des cellules fluorescentes, et 

(f) la selection des cellules non fluorescentes immatures pluripotentes. 

45 Les cellules obtenues en (f) sont des cellules CD34 + HLA-G", qui sont les cellules les plus immatures. Un 

tel procede permet avantageu semen t d'obtenir un grand nombre de cellules souches immatures aptes a etre 

utilisees pour des greffes de cellules souches. 

Selon un mode de mise oeuvre avantageux dudit procede, la paire d'amorces est selectionnee parmi les 

paires (1)-(2) et (3)-(4) telles que definies ci-dessus. 
so La presente invention a egalement pour objet un procede de detection de cellules exprimant le transcrit 

HLA-G4, conforme a I'invention, caracterise en ce qu'il comprend, in s/fu, la mise en oeuvre d'une RT-PCR, 

par : 

(a) mise en contact de cellules sanguines avec une paire d'amorces marquees, conforme a ('invention, 
selectionnee parmi les paires (1)-(2) et (3)-(4) telles que definies ci-dessus. 
55 (b) separation des cellules marquees par tout moyen convenable, notamment par cytofluorometrie. 

La RT-PCR est notamment decrite dans American J. Pathol., 1993, 143 , 6, 1527-1534. 
La presente invention a egalement pour objet un procede de detection de cellules sanguines et plus par- 
ticulierement de cellules mononucleees circulantes d'adultes, exprimant un transcrit comprenant Tintron 4, ca- 

6 



EP 0 677 582 A1 



racterise en ce qu'il comprend, in situ, la mise en oeuvre d'une RT-PCR, par : 

(a) mise en contact de cellules sanguines avec une paire d'amorces marquees, conforme a Tinvention, 
selectionnee parmi les paires (1)-(2) et (3)-(4) telles que definies ci-dessus. 

(b) selection des transcrits comprenant I'intron 4, par hybridation avec une sonde, eventuellement mar- 
5 quee, selectionnee parmi la sonde de SEQ ID NO: 10 5-GAGGCATCATGTCTGTTAGG (denommee 

G.i4A) etla sonde de SEQ ID NO: 11 5*-AAAGGAGGTGAAGGTGAGGG (denommee G.i4B) et 
(b) separation des cellules marquees par tout moyen convenable, notamment par cytofluorometrie. 
La presente invention a egalement pour objet des anticorps diriges contre les proteines HLA-G telles que 
definies ci-dessus. 

10 De maniere preferee, de tels anticorps sont obtenus par immunisation d'un animal approprie, avec des 

peptides selon I'invention. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de separation de cellules foetales nucleees, a 
partir d'un echantillon de sang maternel, caracterise en ce qu'il comprend : 

(1) la mise en contact de I'echantillon de sang maternel avec des anticorps diriges contre les proteines 
15 HLA-G telles que definies ci-dessus, et 

(2) la separation des complexes cellules foetales-anticorps obtenus. 

Un tel procede permet le depistage prenatal d'anomalies foetales et notamment d'aberrations chromoso- 
miques ou d'aberrations geniques et un depistage prenatal du sexe, a partir des cellules foetales circulantes 
ainsi isolees, de maniere f iable, de la circulation sanguine maternelle, dans la mesure ou seules ces cellules 
20 foetales sont porteuses desdites proteines HLA-G. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de separation specifique de cellules mononu- 
cleees circulantes, caracterise en ce qu'il comprend, la mise en oeuvre d'une RT-PCR in situ, par : 

(a) mise en contact de cellules sanguines avec une paire d'amorces marquees conforme a I'invention et 

(b) separation des cellules marquees (cytofluorometrie...). 

25 Un tel procede permet, si necessaire, de separer en outre les cellules mononucleees n'exprimant pas le 

gene HLA-G (cellules tueuses, notamment) des autres cellules mononucleees. 

Outre les dispositions qui precedent, I'invention comprend encore d'autres dispositions, qui ressortiront 
de la description qui va suivre, qui se re fere a des exemples de mise en oeuvre du procede objet de la presente 
invention. 

30 Les proteines, exprimees par les transcrits tels que definis ci-dessus, ont egalement pour fonction de ser- 

vir a la reconnaissance des recepteurs CD8 sur les cellules T cytotoxiques et jouent done un r6le dans la sur- 
veillance immune. Au niveau de I'interface materno-foetal, cette forme secretee pourrait bloquer la reconnais- 
sance de structures cibles n'appartenant pas au complexe majeur d'histocompatibilite et supprimer ainsi la 
cytotoxicity humaine (tolerance, comme precise ci-dessus). 

35 La presente invention a done en outre pour objet un procede de detection de recepteurs CD8, caracterise 

en ce que Ton met en contact des cellules mononucleees avec un peptide tel que defini ci-dessus et en ce 
que Ton detecte les complexes CD8-peptides, par tout moyen approprie (notamment formation d'un complexe 
antigene-anticorps). 

En outre, seules les cellules NK (ou cellules tueuses) n'expriment pas I'ARNm d'HLA-G ; ceci montre que 
40 les produits d'expression du gene HLA-G protegent contre I'activite lytique des cellules NK. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes uniquement a tit re d'illustration de I'objet 
de I'invention, dont ils ne constituent en aucune maniere une limitation. 

EXEMPLE 1 : Transcrit du gene HLA-G episse, sans exon 4. 

45 

a) Obtention des cellules adultes et des tissus foetaux : 

- Les trophoblastes du premier trimestre de gestation sont obtenus lors d'lVG (6-10 semaines de gesta- 
tion). 

50 - Les foies foetaux du deuxieme trimestre sont obtenus, lors d'interruptions therapeutiques de grossesse 

(16 semaines de gestation). 
Les tissus sont laves dans un tampon PBS et les trophoblastes ou le foie sont identifies au microscope 
et congeles dans de I'azote liquide. 

- Des echantillons de sang peripherique humain sont obtenus chez des volontaires (homme normal). 
55 Les cellules mononucleees sont separes des polynucleaires par centrifugation de densite (Ficoll-Hypa- 

que®) et I'ARNm est isole des deux populations. 

On obtient egalement des cellules mononucleees enrichies en lymphocytes B par immunoabsorption sur 
billes magnetiques recouvertes d'anticorps anti-CD19 (Dynabeads-Dynal/Biosys, France) et des cellules mo- 
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nonucleees enrichies en lymphocytes T, par separation sur Leuko-Pac® (Fenwal Laboratories, USA). 

L'enrichissement est d'environ 90 % pour les cellules B et d 'environ 87 % pour les cellules T, apres esti- 
mation par analyse FACS : evaluation des complex s formes respectivement avec des anticorps anti-CD20 
ou des anticorps anti-CD3, marques au FITC et 1.10 5 cellules de chaque sous-population. 

5 

b) Isolement de TARN et amplification par RT-PCR : 

LARNm total est isole a partir d'1 g de tissu congele ou de 2.10 7 cellules, en utilisant le reactif RNA-Zol 
B® (Bioprobe Systems, France), conformement aux recommandations du fabriquant ; la qualite du produit ob- 
10 tenu est verif iee par electrophorese sur gel d'agarose denaturant a 1,5 %. 

L'ADNc est prepare a partir de 10 |ig d'ARN total, en presence d'amorce oligo-dT et de transcriptase re- 
verse M-MLV (Gibco-BRL, Life Technologies), par incubation de 20 y\ du melange a 42°C pendant 1 heure, 
puis a 95°C pendant 5 minutes. 

Les fragments PCR qui peuvent etre obtenus selon les amorces utilisees (voir Tableau I ci-apres), sont 
15 representes a la figure 1 . 

Pour amplifier le transcrit G.3-5 (maintenant denomme HLA-G4) conforme a I'invention (fragment de 0,43 
kb), on utilise de preference les amorces G.526 et G.1225 (representees par des f leches horizontales) ; la son- 
de utilisee pour detecter ce transcrit amplifie est la sonde G.3-5 (representee par une ligne epaisse). 

Les f leches verticales indiquent les sites de restriction specif iques des exons 3, 4 et 5, utiles pour Kanalyse 
20 de restriction des produits de la RT-PCR, clones dans le vecteur pPCRII (B : Bgll ; St : Stul ; Ss : Sstl). 



TABLEAU I 





Amorce 




Sequence 


s 5 '->3 ' 


Localisation 
















ADNc 


ADN 
genomicrue 




G.257(+) 


GGA 


AGA 


GGA 


GAC 


ACCG 


257-276 


Ex 2 


30 


(SEQ ID 


GAA 


CA 












NO: 2) 


















G.526 ( + ) 


CCA 


ATG 


TGG 


CTG 


AAC 


526-545 


Ex 3 




(SEQ ID 


AAA 


GG 














NO: 3) 
















35 


G.1200(-) 


CCC 


CTT 


TTC 


TGG 


AAC 


1200-1219 


3 ' -UT 


(SEQ ID 
NO : 4 ) 


AGG 


AA 














G.1225 {-) 


TGA 


GAC 


AGA 


GAC 


GGA 


1225-1244 


3 • -UT 




(SEQ ID 


GAC 


AT 












40 


NO: 5) 
















G.3-5 (+) 
(SEQ ID 
NO: 6) 


CAG 
TCT 


CGC 
TC 


GCG 


GAG 


CAG 


615-624/ 
901-910 


Ex 3 /Ex 5 




Classe I ( + ) 


TCC 
TAT 


CAC 
TTC 


TCC 


ATG 


AGG 


81-100 


Ex 2 


45 


Classe I (-) 


TCC 
CAC 


AGA 
AG 


AGG 


CAC 


CAC 


814-833 


Ex 4 



dans lequel Ex. est Tabreviation de exon. 
so Afin de reduire la quantite de produit amplifie non specifique, ('amplification est realisee en utilisant la 

technique hot-start : dans un tube de reaction, 200 de chaque dNTP, 0,1 uxj de chaque amorce et une pas- 
tille d'AmpliWax® (Cetus-Perkin Elmer, France), dans 50 j*l d'un tampon PCR 1X, sont incubes a 75°C pendant 
5 min ; dans un second tube, 2 uJ de ta solution de RT ou 1 ng d'ADN genomique et 3,5 U de Taq polymerase 
(Cetus-Perkin Elmer) dans 50 ^l de tampon PCR 1X sont incubes a 95°C pendant 5 min. 
55 Le contenu des 2 tubes est ensuite melange et soumis a 35 cycles de PCR dans les conditions suivantes : 

94°C pendant 1 minute, 

61°C pendant 1 minute, 

72°C pendant 1 minute 30. 
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La derniere etape d'elongation a 72°C est de 10 min. 

Les produits PCR sont analyses par electrophorese en gel d f agarose a 1 % et colores au bromure d'ethi- 
dium. 

La specificity des produits obtenus est confirmee par blotting alcalin des fragments (NaOH 0,4 N) sur une 
5 membrane de nylon (Hybond N + , Amersham, France), puis une hybridation est ensuite realisee dans un tam- 
pon : 5X SSPE, 5X Denhardt, SDS 0,5 %, ADN de sperme de saumon 100 ng/ml, pendant 2 h a 55°C, en pre- 
sence d'une sonde oligonucleotidique G-1200 marquee au ([y-^pjdATP) et d'un kit de marquage de I'ex- 
tremite 5' (Boehringer-Mannheim, France). 

Differents contrdles d'amplif ication sont realises : melange reactionnel RT sans transcriptase reverse M- 
10 MLV (RT - ) et melange PCR sans matrice d'ADNc (blanc). 

Par ailleurs, des controles positifs sont realises avec des amorces ubiquitaires de la classe I des HLA (voir 
Tableau I). 



c) Resultats : 

1. Avec les amorces G.526 et G.1225, deux fragments (0,71 kb et 0,43 kb) sont observes apres electro- 
phorese sur gel et coloration au bromure d'ethidium qui s'hybride avec la sonde G1200 (voir figure 1 et 
figures 2A et B). 

2. La RT-PCR de I'ARNm du foie fetal du 2eme trimestre ne montre aucune bande sur le gel, ni aucun 
signal d'hybridation, alors que I'amplif ication avec des amorces des HLA de classe I entraine un signal 
positif (figure 2C). 

L'amplif ication de I'ADN genomique presente une bande a environ 2,2 kb conformement a la sequence 
genomique d'HLA-G. 

3. Le fragment de 0,71 kb correspond au transcrit HLA-G complet tandis que 

4. le fragment de 0,43 kb correspond a un transcrit ne contenant pas I'exon 4 (-► 276 bp) (HLA-G4). - 

Pour conf irmer ('absence de I'exon 4, la bande de 0,43 kb est decoupee et sequencee selon la me- 
thode suivante : 

Pour generer des matrices de sequengage, les fragments PCR sont separes par electrophorese sur 
gel de polyacrylamide a 4 %, coupes et elues avec un tampon acetate d'ammonium 0,5 M et EDTA 5 mM 
et reamplif ies par PCR asymetrique, de maniere a generer des produits simple-brin. 

Le produit reamplif ie est purif ie par extraction au phenol -chloroforme, precipite 2 fois avec de Metha- 
nol, puis sequence en utilisant le kit de sequengage T7 Sequenase 2.0 (USB/Touzard-Matignon, France). 

De plus, les produits de la PCR sont clones dans le vecteur pPCRII, en utilisant le kit TA Cloning S/s- 
tem (Invitrogen, USA), puis sequences. 

Comme le montre la figure 3, le fragment de 0,43 kb presente clairement une jonction entre I'exon 3 
et I'exon 5, qui resulte de la perte de I'exon 4. 

De plus, le sequengage montre que le transcrit conforme a ('invention ne comprend pas I'exon 7 ; la 
presence d'un codon stop dans I'exon 6 est en outre observee. 

5. Evaluation de la frequence du transcrit HLA-G4 : 

comme suggere par la figure 2, I'intensite d'hybridation de la bande de 0,43 kb, correspondant au 
transcrit episse, est plus faible que ceile correspondant a la copie complete ; ceci suggere que ce transcrit 
est moins abondant dans la population ARNm d'HLA-G. 

De maniere a evaluer les quantites relatives de ces 2 transcrits, les produits de ('amplification PCR de 
I'ARNm des trophoblastes du 1er trimestre avec les amorces G.526-G.1225 sont clones dans le vecteur 
pPCRII, comme precise ci-dessus. 

Sur 260 clones analyses par hybridation des replicats, soit avec la sonde G1200, soit avec la sonde G.3- 
5, environ 210 clones presentent une hybridation positive avec la sonde G.1200 et seulement un clone est po- 
sitif avec la sonde G.3-5. 

Ce clone unique a ete sequence, tandis que 5 clones positifs avec la sonde G.1200, choisis au hasard, 
sont analyses par leur carte de restriction vis-a-vis d'enzymes specif iques des exons 3 et 4 (voir figure 1). 

Une comparaison des sequences montre que le done positif avec la sonde G.3-5 ne comprend pas I'exon 
4, tandis que les 5 autres clones correspondent au transcrit complet. 

Ainsi, la frequence du transcrit conforme a I'invention par rapport au transcrit comprenant la sequence 
complete peut etre estimee a environ 1/200. 

La selection de I'amorce G.526 (specifique de I'exon 3) a p rmis d'obtenir, lors de ('amplification PCR, la 
selection d'un transcrit depourvu d'exon 4. 

L'absence d'exon 4 cree, a la jonction d'epissage un codon GAG (Glu) a la place du codon GAC (Asp) 
que Ton retrouve dans le transcrit complet. 
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L'absence d'exon 4 exclut le domaine a3 de la proteine deduite correspondante et confere une nouvelle 
structure a I'antigene HLA-G, qui peut etre exprime a la surface des cellules trophoblastiques. 

Dans cette structure, le domaine a2 et la region transmembranaire sont relies et p uvent induire des mo- 
difications conformationnelles de la proteine de surface. 
5 En particulier, ladite proteine peut presenter une capacite differente de se lier aux peptides. 

EXEMPLE 2 : Expression du transcrit HLA-G complet ou du transcrit sans exon 4 dans les cellules 
mononucleees circulantes peripheriques de I'adulte. 

10 La figure 4 montre les resultats de I'amplification PCR obtenue avec les amorces G.257-G.1225, a partir 

de matrices d'ADNc de cellules mononucleaires peripheriques obtenues chez I'homme (sujets males). 

Une bande de 1 kb est observee en gel d'agarose (Figure 4A) ; une hybridation avec la sonde G.1200 re- 
vele une bande de meme dimension (figure 4B). 

Conformement a la sequence d'ADNc, cette bande correspond au transcrit HLA-G complet. 
15 Pour conf irmer la production de ce transcrit, le produit de la PCR est clone dans un vecteur pPCRII puis 

sequence, selon la methode exposee ci-dessus. 

Le fragment de 1 kb est entierement homologue avec la sequence HLA-G decrite par SHUKLAet al. (Nu- 
cleic Acids Research, 1990, 18, 8, 2189). 

Lamplif ication PCR de I'ADNc a partir d'une population de polynucleaires avec des amorces specifiques 
20 HLA-G genere une bande de faible intensite de meme dimension, 0,71 kb, que celle observee avec les cellules 
mononucleees (contamination de la fraction polynucleaire par des cellules mononucleees). 

Pour preciser la specif icite cellulaire de I'expression du gene HLA-G chez les lymphocytes circulants de 
I'adulte, les populations mononucleaires ont ete separees et une PCR a ete realisee avec des amorces spe- 
cifiques HLA-G sur I'ADNc obtenu a partir de sous-populations enrichies en cellules T ou en cellules B. 
25 Une bande de 1 kb est observee pour les fractions cellules T aussi bien en gel d'agarose qu'en analyse 

par blot apres hybridation avec la sonde G.1200 (figures 4A et B) (transcrit complet). 

L'utilisation d'une technique PCR hot-start a permis de mettre en evidence la presence d'ARNm de HLA- 
G dans les lymphocytes peripheriques de I'adulte, ce transcrit etant present a la fois dans les cellules B et les 
cellules T. 

30 Tous les transcrits alternatifs sont observes pour les cellules mononucleees du sang peripherique. 



EXEMPLE 3 : Transcrit du gene HLA-G comprenant I'intron 4. 



a) Obtention des cellules adultes et des tissus foetaux : 

35 

On procede comme a Texemple 1. 



b) Isolement, extraction et amplification par PCR de TARN : 

40 L'ARN total est isole a partir d'1 g de trophoblaste ou de 2.10 7 cellules mononucleees, en utilisant le reactif 

RNA-Zol B® (Bioprobe systeme, France), conformement aux recommandations du fabricant. 

Pour I'extraction de I'ARN cytoplasmique, les cellules sont lysees 5 min dans un tampon glace contenant 

Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, NaCI 100 mM, MgCI 2 5 mM, nonidet P40 0,5 % et complexe ribonucleoside vanidyle 

10 mM (Sigma Chemical, Saint-Louis). 
45 Les noyaux intacts sont retires par centrifugation 2 min a 12 000 g et les proteines du surnageant sont 

denaturees avec 4 ul de SDS 20 %, puis digerees avec 2,5 u,l de proteinase K a 20 ml/ml, pendant 15 min a 

37°C. 

Apres des extractions au phenol/chloroforme et au chloroforme, TARN cytoplasmique est recupere par pre- 
cipitation a I'ethanol en presence d' acetate de sodium 3 M. 
so La qualite de I'ARN est verif iee par electrophorese sur gel d'agarose a 1,5 %, en presence de formalde- 

hyde. 

L'ADNc est prepare a partir de 5 a 1 0 ng d'ARN total, en presence d'amorces oligo-dT et de transcriptase 
reverse M-MLV (Gibco-BRL, Life Technologies) conformement au protocole selon I'exemple 1. 

Les amplifications PCR sont realisees en utilisant la technique hot start, n utilisant comme amorces, 
55 I'amorce G.526 (specif ique de I'exon 3) et I'amorce G. 1 225 (specif ique de la region 3' non traduite) et compren- 
nent 35 cycles effectues dans les conditions suivantes : 

94°C pendant 1 min, 61°C pendant 1 min 30 et 72°C pendant 2 min. L'absence d'ADN contaminant est 
verif iee par une amplification concomitante d'un melange de PCR sans transcriptase reverse M-MLV (RT-) et 
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sans matrice (blanc). La specif icite des produits de I'amplif ication RT est examinee comme decrit ci-dessus 
a I'exemple 1, a I'aide d'une methode de Southern, en presence d'une sonde oligonucleotidique G.1200 mar- 
quee au 32 P. 

Pour la detection de I'intron 4, on utilise la sonde oligonucleotidique denommee G.i4A (S'-GAGGCATCAT- 
5 GTCTGTTAGG), de SEQ ID NO: 10 ou la sonde G.i4B 5'-AAAGGAGGTGAAGGTGAGGG, de SEQ ID NO: 
11. 

Apres 2 lavages de 15 min, a temperature ambiante et 2 lavages de 15 min a 50°C, en presence d'un tam- 
pon 2X SSC, SDS a 0,1 %, les taches sont exposees a un film a rayons X Fuji avec des ecrans intensif iants 
a -80°C. 

10 

c) Isolement et sequengage des produits de la RT-PCR : 

Les produits de la RT-PCR sont clones dans un vecteur pCR II en utilisant le kit TA Cloning system (Invi- 
trogen, San Diego, Californie), comme recommande par le fabricant. 
15 La transformation est realisee avec des cellules competentes DHaSFIQ et le criblage des clones recom- 

binants HLA-G est realise par hybridation des repficats avec la sonde G.1200. Les inserts sont excises par 
digestion par I'enzyme EcoRI et discrimines conformement a leur poids moleculaire sur un gel d'agarose a 1 
%. 

L'evaluation de la frequence des transcrits contenant I'intron 4 est deduite a partir du nombre de colonies 
20 de replicats montrant une hybridation positive avec la sonde specif ique de I'intron 4 (G.i4) par rapport au nom- 
bre de clones montrant une hybridation positive avec la sonde G.1200. 

Pour la detection des exons 4 et 5, on utilise les sondes oligonucleotidiques G.647 (5'-CCACCACCCTG- 
TCTTTGACT) et G.927 (5'-ATCATGGGTATCGTTGCTGG), respectivement. L'absence d'insertion d'ADN est 
controlee par la sonde oligonucleotidique G.7 (5'-CTAATGTGTCTCTCACGGCT), specif ique de I'exon 7. 
25 Les clones interessants sont soumis a une PCR asymetrique, pour generer des matrices simple-brin, puis 

sont sequences en utilisant le kit de sequencage T7 Sequenase 2.0 (U.S.B. Touzard-Matignon, France), 
comme illustre ci-apres. 

d) Resultats : 

30 

1) Identification de transcrits episses alternatifs HLA-G compranant I'intron 4 dans les cellules mo- 
nonucleaires du sang peripherique humain adulte et dans les trophoblastes du premier trimestre : 

Le gel d'electrophorese des produits de la RT-PCR obtenu avec les amorces G.526 et G.1225, obtenus 
35 & partir de TARN total des cellules mononucleees du sang peripherique adulte male, suivi de ('hybridation avec 
la sonde G.1200, revele une bande a 0,83 kb, en sus de la bande majeure correspondant a I'ARNm HLA-G1 
(0,71 kb) (figure 5). 

Ce fragment est encore detecte apres Phybridation des produits de la RT-PCR, a partir de TARN cytoplas- 
mique. 

40 Pour caracteriser la nature de ce fragment important, le produit total de la RT-PCR obtenu a partir des 

cellules mononucleees de sang peripherique est clone dans un vecteur pPCRII, comme precise ci-dessus. Les 
clones positifs avec la sonde G. 1 200 sont analyses par digestion par I'enzyme de restriction EcoRI, selection- 
nes pour leur longueur et sequences. 

La sequence demontre que le fragment de 0,83 kb presente un segment additionnel de 122 paires de ba- 
45 ses entre I'exon 4 (figure 6A) et I'exon 5 (figure 6B). 

La comparaison avec la sequence HLA-G genomique, indique que ce fragment correspond a I'intron 4. 
De plus, le sequencage de la region adjacente 3' revele l'absence d'exon 7 (figure 6C) P comme cela a ete 
deja observe dans d'autres formes d'ARNm d'HLA-G episse. 

Cette nouvelle forme alternative est ci-apres denommee HLA-G 5, conformement a la nomenclature sur 
50 les transcrits HLA-G (figure 6D). 

La recherche du transcrit HLA-G5 dans les trophoblastes du premier trimestre a ete realisee par hybrida- 
tion en Southern blot, des produits de PCR generes par les amorces G.526-G.1225, en utilisant la sonde oli- 
gonucleotidique specif ique de I'intron 4 G.i4A. 

La figure 7 montre la presence d'un bande de 2,2 kb (ADN genomique) et d'une bande d'environ 0,83 
55 kb dans tous les tissus examines (longueur du fragment HLA-G5). 

Pour conf irmer ce resultat, I s produits de PCR des trophoblastes ont ete cribles avec la sonde G J4A apres 
clonage dans le vecteur pPCRII. 

Le sequencage de 2 clones positifs a demontre la nrTme organisation que celle obtenue dans les cellules 
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mononucleees du sang peripherique. 

Le transcrit HLA-G6 a egalement ete mis en evidence, par amplification specif ique avec une sonde G-3 
(liaison exon 2-exon 4 : 5'ACCAGAGCGAGGCCAACCCC) (SEQ ID NO: 12) et la sonde G.i4B (SEQ ID NO: 
11) 

5 

2) Estimation de la frequence des transcrits HLA-G con tenant I'intron 4 : 

Une premiere hybridation a ete effectuee avec la sonde G.i4Aet une seconde hybridation a ete realisee 
avec la sonde G.1200 sur des replicats obtenus apres clonage du produit de la RT-PCR totale obtenu a partir 
10 des trophoblastes du premier trimestre et des cellules mononucleees du sang peripherique adulte, generes 
par les amorces G.526 et G.1225. 

L'absence d'insertion d'ADN genomique a ete controlee apres hybridation des replicats avec la sonde spe- 
cif ique de I'exon 7 (G.7) et la presence d'exon 4 et d'exon 5 est demontree par hybridation avec les sondes 
G.647 et G.927. 

15 A partir de 437 clones obtenus a partir des cellules mononucleees du sang peripherique et montrant une 

hybridation positive avec la sonde G.1200, 55 clones se sont reveles etre positifs avec la sonde G.i4A ; a partir 
de 210 clones obtenus a partir des trophoblastes du premier trimestre et montrant une hybridation positive 
avec la sonde G.1200, 8 clones donnent une hybridation positive avec la sonde G.i4A. 

Ces resultats montrent que la frequence de I'ARNm HLA-G interrompue par I'intron 4 est superieure dans 

20 les cellules mononucleees du sang peripherique dans les trophoblastes : le rapport G.i4/G. 1200 est de 1/8 
pour les cellules mononucleees du sang peripherique et de 1/26 pour les trophoblastes. 

II ressort de ces resultats que I'ARNm HLA-G interrompu par I'intron 4 entre les exons 4 et 5 est present 
in vivo a la fois dans les cellules mononucleees du sang peripherique adulte et dans les trophoblastes humains 
du premier trimestre avec une abondance superieure dans le materiel hematopoietique. 

25 Pour ce qui concerne la proteine HLA-G obtenue avec un tel transcrit, il est important de noter que la se- 

quence d'intron 4 introdutt un codon stop au niveau du nucleotide 63 en aval de I'extremite 3' de I'exon 4. 

Un codon stop en amont de I'exon 5 a egalement ete observe. De maniere inattendue, un tel transcrit, ne 
comprenant plus d'exon 5 (region codant pour la proteine transmembranaire) permet d'obtenir des proteines 
solubles qui sont particulierement utiles en tant que produit immunotolerant. 

30 Ainsi que cela ressort de ce qui precede, I'invention ne se limite nullement a ceux de ses modes de mise 

en oeuvre, de realisation et d'application qui viennent d'§tre decrits de fagon plus explicite ; elle en embrasse 
au contraire toutes les variantes qui peuvent venir a I'esprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du cadre, 
ni de la portee de la presente invention. 

35 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES : 



( i ) DEPOSANT 

(A) NOM 

(B) RUE 
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COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOM I QUE (CEA) 
31-33 RUE DE LA FEDERATION 
(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75015 

(ii) TITRE DE L 1 INVENTION: TRANSCRITS DU GENE DE CMH DE CLASSE I HLA-G 
ET LEURS APPLICATIONS - 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 12 

15 

(iv) FORME DECHI FFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D* EXPLOITATION: PC-DOS /MS -DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 

20 

(vi) DONNEES DE LA DEMAND E ANTERIEURE: 

(A) NUMERO DE LA DEMANDE : FR 9403179 

(B) DATE DE DEPOT: 18 -MAR- 19 94 



25 



30 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 443 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: Lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 



CCAATGTGGC 


TGAACAAAGG 


AGAGCCTACC 


TGGAGGGCAC 


GTGCGTGGAG 


TGGCTCCACA 


60 


GATACCTGGA 


GAACGGGAAG 


GAGATGCTGC 


AGCGCGCGGA 


GCAGTCTTCC 


CTGCCCACCA 


120 


TCCCCATCAT 


GGGTATCGTT 


GCTGGCCTGG 


TTGTCCTTGC 


AGCTGTAGTC 


ACTGGAGCTG 


180 


CGGTCGCTGC 


TGTGCTGTGG 


AGRAAGAAGA 


GCTCAGATTG 


AAAAGGAGGG 


AGCTACTCTC 


240 


AGGCTGCAAT 


GTGAAACAGC 


TGCCCTGTGT 


GGGACTGAGT 


GGCAAGTCCC 


TTTGTGACTT 


300 


CAAGAACCCT 


GACTTCTCTT 


TSTGCAGAGA 


CCAGCCCACC 


CCTGTGCCCA 


CCATGACCCT 


360 


CTTYCTCATG 


CTGAACTGCA 


TTCCTTCCCC 


AATCACCTTT 


CCTGTTCCAG 


AAAAGGGGCT 


420 


GGGATGTCTC 


CGTCTCTGTC 


TCA 








443 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

50 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

{C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

55 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO; 
GGAAGAGGAG ACACCGGAAC A 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2 0 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 
CCAATGTGGC TGAACAAAGG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2 0 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO 
CCCCTTTTCT GGAACAGGAA 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO 
TGAGACAGAG ACGGAGACAT 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE; 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE : nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
CAGCGCGCGG AGCAGTCTTC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 72 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: iineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 



15 

<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 

. Asn Vai Ala Glu Gin Arg Arg Ala Tyr Leu Glu Gly Thr Cys Val Glu 
15 10 15 

20 Trp Leu His Arg Tyr Leu Glu Asn Gly Lys Glu Met Leu Gin Arg Ala 

20 25 30 

Glu Gin Ser Ser Leu Pro Thr lie Pro lie Met Gly lie Val Ala Gly 
35 40 45 

25 Leu Val Val Leu Ala Ala Val Val Thr Glu Ala Ala Val Ala Ala Val 

50 55 60 

Leu Trp Arg Lys Lys Ser Ser Asp 
65 70 

30 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 145 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
35 ( D ) CONFIGURATION : 1 ineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 

Asn Val Ala Glu Gin Arg Arg Ala Tyr Leu Glu Gly Thr Cys Val Glu 
15 10 15 

Trp Leu His Arg Tyr Leu Glu Asn Gly Lys Glu Met Leu Gin Arg Ala 
45 20 25 30 

Asp Pro Pro Lys Thr His Val Thr His His Pro Val Phe Asp Tyr Glu 
35 40 45 

Ala Thr Leu Arg Cys Trp Ala Leu Gly Phe Tyr Pro Ala Glu lie lie 
50 50 55 60 

Leu Thr Trp Gin Arg Asp Gly Glu Asp Gin Thr Gin Asp Val Glu Leu 
65 70 75 80 

Val Glu Thr Arg Pro Ala Gly Asp Gly Thr Phe Gin Lys Trp Ala Ala 
55 85 90 95 

Val Val Val Pro Ser Gly Glu Glu Gin Arg Tyr Thr Cys His Val Gin 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



100 105 110 

His Glu Gly Leu Pro Glu Pro Leu Met Leu Arg Trp Ser Lys Glu Gly 
115 120 125 

Asp Gly Gly lie Met Ser Val Arg Glu Ser Arg Ser Leu Ser Glu Asp 
130 135 140 

Leu 
145 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 117 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 

Gin Ser Glu Ala Asn Pro Pro Lys Thr His Val Thr His His Pro Val 
15 10 15 

Phe Asp Tyr Glu Ala Thr Leu Arg Cys Trp Ala Leu Gly Phe Tyr Pro 
20 25 30 

Ala Glu He He Leu Thr Trp Gin Arg Asp Gly Glu Asp Gin Thr Gin 
35 40 45 

Asp Val Glu Leu Val Glu Thr Arg Pro Ala Gly Asp Gly Thr Phe Gin 
50 55 60 

Lys Trp Ala Ala Val Val Val Pro Ser Gly Glu Glu Gin Arg Tyr Thr 
65 70 75 80 

Cys His Val Gin His Glu Gly Leu Pro Glu Pro Leu Met Leu Arg Trp 
85 90 95 

Ser Lys Glu Gly Asp Gly Gly He Met Ser Val Arg Glu Ser Arg Ser 
100 105 110 

Leu Ser Glu Asp Leu 
115 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2 0 pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 
55 GAGGCATCAT GTCTGTTAGG 2 0 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 11: 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE; 

(A) LONGUEUR: 2 0 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION; lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 



10 



15 



20 



25 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 
AAAGGAGGTG AAGGTGAGGG 20 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2 0 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc pour ARNm 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 
ACCAGAGCGA GGCCAACCCC 20 



Revendications 

1°) Sequence d'ADNc, issue d'un ARNm du gene HLA-G humain du complexe majeur d'histocompatibilite 
(CMH), caracterisee en ce qu'elle comprend successivement de 5* en 3' : 
35 - un fragment codant pour le peptide signal (exon 1), 

- un fragment codant pour le domaine a1 (exon 2), 

- un fragment codant pour le domaine a2 (exon 3), 

- un fragment codant pour le domaine transmembrane ire TM (exon 5), 

- un fragment codant pour le domaine cytoplasmique (exon 6) et 

40 - le fragment 3* non traduit (exon 8), laquelle sequence est denommee HLA-G4 et est presente aussi bien 

dans les trophoblastes du premier trim est re que dans les cellules mononucleees circulantes de Padulte. 
2°) Sequence selon la revendication 1, caracterisee en ce qu'elle comprend successivement de 5' en 3' : 

- le fragment codant pour le domaine a2 (exon 3), 

- le fragment codant pour le domaine transmembranaire TM (exon 5), 
45 - le fragment codant pour le domaine cytoplasmique (exon 6) et 

- le fragment 3' non traduit (exon 8). 

3°) Sequence selon la revendication 2, caracterisee en ce qu'elle code pour une proteine dans laquelle le 
domaine a2 et la sequence transmembranaire de HLA-G sont directement joints, en ce qu'elle presente la SEQ 
ID NO: 1 et en ce qu'elle comprend 0,43 kb. 
50 4°) Produit de transcription du gene HLA-G humain du CMH, caracterise en ce qu'il inclut, a partir de I'ex- 

tremite 5' : 

- un fragment codant pour le peptide signal (exon 1), 

- un fragment codant pour le domaine a1 (exon 2), 

- un fragment codant pour le domaine a2 (exon 3), 

55 - un fragment codant pour le domaine transmembranaire TM (exon 5), et 

- un fragment codant pour le domaine cytoplasmique (exon 6) de HLA-G et en ce qu'il comprend 0,43 kb. 
5°) Oligonucleotide, caracterise en ce qu'il est constitue par un fragment de la sequence selon Tune quel- 

conque des revendications 1 a 4 et en ce qu'il presente la SEQ ID NO: 2. 
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6°) Oligonucleotide, caracterise en ce qu'il est constitue par un fragment de la sequence selon Tune quel- 
conque des revendications 1 a 4 et en ce qu'il presente la SEQ ID NO: 3. 

7°) Oligonucleotide, caracterise en ce qu'il est constitue par un fragment de la sequence selon I'une quel- 
conque des revendications 1 & 4 et en ce qu'il presente la SEQ ID NO: 4. 
5 8°) Oligonucleotide, caracterise en ce qu'il est constitue par un fragment de la sequence selon I'une quel- 

conque des revendications 1 & 4 et en ce qu'il presente la SEQ ID NO: 5. 

9°) Oligonucleotide, caracterise en ce qu'il est constitue par un fragment de la sequence selon I'une quel- 
conque des revendications 1 a 4 et en ce qu'il presente la SEQ ID NO: 6. 

10°) Sondes nucleotidiques, caracterisees en ce qu'elles sont constitutes par une sequence nucleotidique 
10 selon I'une quelconque des revendications 1 £ 9 ou un fragment de celle-ci, marquee & I'aide d'un marqueur 
tel qu'un isotope radioactif, une enzyme appropriee ou un f luorochrome. 

11°) Sonde selon la revendication 10, caracterisee en ce qu'elle presente la SEQ ID NO: 6 selon la reven- 
dication 9. 

12°) Sonde selon la revendication 10, caracterisee en ce qu'elle presente la SEQ ID NO: 4 selon la reven- 
15 dication 7. 

13°) Paires d'amorces pour la synthese d'une sequence selon I'une quelconque des revendications 1 & 
4, caracterisees en ce que chaque amorce comprend une sequence ou un fragment de sequence selon I'une 
quelconque des revendications 5 a 9. 

14°) Paire d'amorces selon la revendication 13, caracterisee en ce qu'elle est constitute par un oligonu- 
20 cleotide de SEQ ID NO: 2 selon la revendication 5, apparie a un oligonucleotide de SEQ ID NO: 5 selon la 
revendication 8. 

15°) Paire d'amorces selon la revendication 13, caracterisee en ce qu'elle est constitute par un oligonu- 
cleotide de SEQ ID NO: 3 selon la revendication 6, apparie a un oligonucleotide de SEQ ID NO: 5 selon la 
revendication 8. 

25 16°) Utilisation d'une sequence d'ADNc, denommee HLA-G-5 et issue d'un ARNm du gene HLA-G humain 

du CMH de cellules mononucleees circulantes d'adultes, comprenant successivement de 5' en 3' : 

- un fragment codant pour le peptide signal (exon 1), 

- un fragment codant pour le domaine a1 (exon 2), 

- un fragment codant pour le domaine <x2 (exon 3), 
30 - un fragment codant pour le domaine a3 (exon 4), 

- I'intron 4, 

- un fragment codant pour le domaine transmembranaire TM (exon 5), 

- un fragment codant pour le domaine cytoplasmique (exon 6) et 

- le fragment 3' non traduit (exon 8), 

35 pour la preparation d'un medicament destine k une utilisation comme agent immunomodulateur. 

17°) Utilisation d'une sequence d'ADNc, denommee HLA-G-6 et issue d'un ARNm du gene HLA-G humain 
du CMH de cellules mononucleees circulantes d'adultes, comprenant successivement de 5' en 3' : 

- un fragment codant pour le peptide signal (exon 1), 

- un fragment codant pour le domaine a1 (exon 2), 
40 - un fragment codant pour le domaine a3 (exon 4), 

- I'intron 4, 

- un fragment codant pour le domaine transmembranaire TM (exon 5), 

- un fragment codant pour le domaine cytoplasmique (exon 6) et 

- le fragment 3' non traduit (exon 8), 

45 pour la preparation d'un medicament destine a une utilisation comme agent immunomodulateur. 

18°) Utilisation d'une sequence selon la revendication 16 ou la revendication 17, sans exon 6 et/ou sans 
exon 8. 

19°) Procede d'obtention de proteines solubles immunotolerantes, caracterise, en ce qu'il comprend la 
construction d'un vecteur d'expression dans lequel est inseree une sequence avec intron 4, issue de cellules 
so mononucleees circulantes d'adultes, telle que definie a I'une quelconque des revendications 16 k 18 et I'ex- 
pression desdites proteines solubles. 

20°) Peptides ou fragments peptidiques, caracterises en ce qu'ils sont codes par au moins un fragment 
selon I'une quelconque des revendications 1&4ou16a18. 

21°) Peptide selon la revendication 20, caracterise en ce qu'il repond & la SEQ ID NO: 7. 
55 22°) Peptide selon la revendication 20, caracterise en ce qu'il est code par un fragment du transcrit H LA- 

GS et repond & la SEQ ID NO: 8. 

23°) Peptide selon la revendication 20, caracterise en ce qu'il est code par un fragment du transcrit HLA- 
G6 et repond & la SEQ ID NO: 9. 
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24°) Procede de selection et d'enrichissement en cellules hematopoi'etiques indifferenciees (cellules san- 
guines immatures ou cellules souches), caracterise en ce qu'il comprend : 

(a) le prelevement d'un echantillon selectionne, selon le cas, parmi le sang peripherique, le sang de cordon 
ombilical ou la moelle osseuse, 
5 (b) le mise en contact dudit echantillon avec des anticorps anti-CD34, 

(c) la separation des complexes cellules contenant un antigene CD34-anticorps anti-CD34 formes, 

(d) la realisation d'une RT-PCR in situ sur les cellules obtenues & I'etape (c) en presence d'amorces mar- 
quees & I'aide d'un fluorochrome selon Tune quelconque des revendications 13 a 15, 

(e) la separation des cellules fluorescentes, obtenues et 

10 (f) la selection des cellules non fluorescentes immatures pluripotentes. 

25°) Procede de detection de cellules exprimant le transcrit selon Tune quelconque des revendications 1 
& 4, caracterise en ce qu'il comprend, in situ, la mise en oeuvre d'une RT-PCR, par : 

(a) mise en contact de cellules sanguines avec une paire d'amorces marquees selon Tune quelconque des 
revendications 13 a 15 et 
15 (b) separation des cellules marquees par tout moyen convenable. 

26°) Procede de detection de cellules sanguines et plus particulierement de cellules mononucleees circu- 
lates d'adultes, exprimant un transcrit comprenantl'intron 4, caracterise en ce qu'il comprend, in situ, la mise 
en oeuvre d'une RT-PCR, par : 

(a) mise en contact de cellules sanguines avec une paire d'amorces marquees, conforme a ('invention, 
20 selectionnee parmi les paires (1)-(2) et (3)-{4) selon Tune quelconque des revendications 13 ^ 15, 

(b) selection des transcrits comprenant I'intron 4, par hybridation avec une sonde, eventuellement mar- 
quee, selectionnee parmi la sonde de SEQ ID NO: 10 et la sonde de SEQ ID NO: 11 et 

(b) separation des cellules marquees par tout moyen convenable, notamment par cytof luorometrie. 

27°) Anticorps, caracterises en ce qu'ils sont diriges contre les proteines HLA-G selon Tune quelconque 
25 des revendications 20 a 23. 

28°) Procede de separation de cellules foetales nucleees, a partir d'un echantillon de sang maternel, ca- 
racterise en ce qu'il comprend : 

(1) la mise en contact de I'echantillon de sang maternel avec des anticorps diriges contre les proteines 

HLA-G selon la revendication 27, et 
30 (2) la separation des complexes cellules foetales-anticorps obtenus. 

29°) Procede de separation specif ique de cellules mononucleees circulantes, caracterise en ce qu'il 
comprend, in situ, la mise en oeuvre d'une RT-PCR, par : 

(a)mise en contact de cellules sanguines avec une paire d'amorces marquees selon Tune quelconque des 

revendications 13 3 15 et 
35 (b) separation convenable des cellules marquees. 

30°) Medicament, caracterise en ce qu'il comprend un peptide selon la revendication 20 ou la revendication 

21. 

31°) Compositions immunotolerantes, caracterisees en ce qu'elles comprennent un peptide selon la re- 
vendication 20 ou la revendication 21, associe a un vehicule ou un support convenable du point de vue phar- 
40 maceutique. 

32°) Utilisation des peptides selon la revendication 22 ou la revendication 23, pour la preparation d'un me- 
dicament & activite immunomodulatrice. 

33°) Procede de detection de recepteurs CD8, caracterise en ce que I'on met en contact des cellules mo- 
nonucleees avec un peptide selon Tune quelconque des revendications 20 a 23 et en ce que I'on detecte les 
45 complexes CD8 peptides par tout moyen approprie. 



50 
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FIGURE 2A 
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FIGURE 2B 
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